Funcionalització de titani amb biomolecules adhesives per millorar la osteointegració en implants ossis by Parellada Frouchtman, Andrea
  
 
 
VOLUM I 
Memòria-Pressupost-Annexes 
 
 
 
 
 
“FUNCIONALITZACIÓ DE 
TITANI AMB BIOMOLECULES 
ADHESIVES PER MILLORAR LA 
OSTEOINTEGRACIÓ EN 
IMPLANTS OSSIS” 
 
TFG presentat per optar al títol de GRAU en 
ENGINYERIA BIOMÈDICA 
per Andrea Parellada Frouchtman 
 
 
 
Barcelona, 10 de Juny de 2013 
 
 
 
Director: Daniel Rodríguez Rius 
Departament CMEM 
Universitat Politècnica de Catalunya (UPC) 
Funcionalització de titani amb biomolècules adhesives per millorar la osteointegració en implants ossis_ 
-1- 
 
ÍNDEX MEMÒRIA 
RESUM .......................................................................................... 3 
RESUMEN ...................................................................................... 3 
ABSTRACT ..................................................................................... 4 
AGRAÏMENTS ................................................................................ 5 
CAPÍTOL  1: INTRODUCCIÓ .............................................................. 6 
1.1. Objectius ............................................................................. 6 
1.2. El titani................................................................................ 7 
1.2.1. Aplicacions mèdiques ........................................................... 8 
1.2.2. Modificacions superficials ..................................................... 11 
1.3. El pèptid RGD .......................................................................... 12 
CAPÍTOL 2: MATERIALS I MÈTODES ............................................... 16 
2.1. Preparació de mostres............................................................... 16 
2.1.1. Polit automàtic ................................................................... 16 
2.1.2. Rentat de mostres .............................................................. 19 
2.2. Tractaments superficials ............................................................ 22 
2.2.1. Activació i neteja amb plasma d‟oxigen.................................. 22 
2.2.2. Tractament amb àcid nítric ................................................... 23 
2.3. UNIÓ PÈPTID RGD .................................................................... 24 
2.3.1. Fisisorció ........................................................................... 25 
2.3.2. Enllaç covalent pèptid .......................................................... 25 
2.3.3. Caracterització estabilitat pèptid ........................................... 28 
2.4. Caracterització fisicoquímica ...................................................... 28 
2.4.1. Rugositat ........................................................................... 29 
2.4.2. Hidrofilicitat i mullabilitat ..................................................... 30 
2.4.3. Microscopi electrònic d‟escombrat (SEM) ................................ 32 
2.5. Caracterització biològica ............................................................ 34 
2.5.1. Assaig adhesió cel·lular ........................................................ 34 
2.5.2. Anàlisis immunohistoquímic ................................................. 35 
Andrea Parellada Frouchtman____________________________________________________________ 
-2- 
 
2.5.3. Microscopi confocal de fluorescència ...................................... 38 
CAPÍTOL 3: RESULTATS I DISCUSSIÓ ............................................ 39 
3.1. Caracterització de les modificacions fisicoquímiques ...................... 39 
3.1.1. Rugositat ........................................................................... 39 
3.1.2. Hidrofilicitat ....................................................................... 42 
3.1.3. Composició química............................................................. 45 
3.2. Caracterització recobriment amb pèptid RGD ............................... 49 
3.2.1. Silanització i unió covalent del pèptid .................................... 49 
3.2.2. Revestiment pèptid RGD ...................................................... 52 
3.3. Estabilitat pèptid RGD ............................................................... 54 
3.4. Caracterització biològica ............................................................ 55 
3.4.1. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD fisisorbit ............................ 55 
3.4.2. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD unit covalentment ............... 59 
3.4.3. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD unit covalentment i fisisorbit 61 
CAPÍTOL 4: IMPACTE AMBIENTAL .................................................. 69 
4.1. Gestió de residus ...................................................................... 69 
4.1.1. Laboratori Biomaterials ........................................................ 69 
4.1.2. Laboratori IBEC .................................................................. 70 
4.2. Contaminació associada als materials empleats ............................ 70 
4.2.1. Preparació de mostres ......................................................... 70 
4.2.2. Equips utilitzats .................................................................. 70 
CAPÍTOL 5: CONCLUSIONS ............................................................ 71 
CAPÍTOL 6: BIBLIOGRAFIA ............................................................ 72 
6.1. Referències bibliogràfiques ........................................................ 72 
6.2. Bibliografia consultada .............................................................. 73 
PRESSUPOST ................................................................................. 74 
ANNEX A: PROTOCOLS ................................................................... 80 
A.1. Assaig adhesió cel·lular ............................................................. 80 
A.2. Anàlisis immunohistoquímic ....................................................... 82 
 
 
 
 
Funcionalització de titani amb biomolècules adhesives per millorar la osteointegració en implants ossis_ 
-3- 
 
RESUM 
 
Actualment, segueix existint un cert percentatge d‟implants que fracassen a 
causa de ser rebutjats pel cos. Per tal de reduir la taxa de fracàs hi ha 
diverses investigacions en marxa igual, que el present projecte, on es 
biofuncionalitza la superfície de discs de titani per tal de millorar 
l‟osseointegració mitjançant modificacions químiques amb àcid nítric o 
plasma i posteriorment, unint covalentment o per fisisorció, un pèptid el 
qual conté una seqüència d‟adhesió cel·lular. 
La primera part de la memòria es centra en la caracterització física i química 
dels diferents tractaments que s‟apliquen a la superfície del titani, 
mitjançant l‟angle de contacte, l„energia superficial i la rugositat. 
En la segona part es caracteritza biològicament com afecten les 
modificacions superficials a l‟adhesió cel·lular a través d‟anàlisis 
immunohistoquímics. 
Cal destacar que aquest estudi forma part d‟un projecte de major abast que 
té com a objectiu modifica la superfície del titani per estimular l‟adhesió 
d‟osteoblasts i així, augmentar la taxa d‟èxit les implants. 
RESUMEN 
Actualmente, sigue existiendo un cierto porcentaje de implantes que 
fracasan a causa de ser rechazados por el cuerpo. Para reducir dicha tasa 
de fracaso hay diversas investigaciones en curso, igual que el presente 
proyecto, donde se biofuncionaliza la superficie de discos de titanio con el 
fin de mejorar la oseointegración mediante modificaciones químicas con 
ácido nítrico o plasma y posteriormente, uniendo covalentemente o por 
adsorción, un péptido que contiene la secuencia de adhesión celular. 
La primera parte de la memoria se centra en la caracterización física y 
química de los diferentes tratamientos que se aplican a la superficie del 
titanio mediante el ángulo de contacto, la energía superficial y la rugosidad. 
En la segunda parte se caracteriza biológicamente como afectan dichas 
modificaciones superficiales a la adhesión celular a través de análisis 
immunohistoquímico. 
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Destacar, que este estudio forma parte de un proyecto de mayor alcance 
que tiene como objetivo modificar la superficie del titanio con el fin de 
estimular la adhesión de los osteoblastos y así, aumentar la tasa de éxito de 
los implantes.  
ABSTRACT 
Nowadays there are a number of implants that failed because they have 
been rejected by the host body. To reduce this rate, there are some 
ongoing researches as this project, in which the titanium surface is 
biofunctionalized to improve the implant‟s osseointegration, applying 
chemical modifications performed with nitric acid or plasma and afterwards, 
covered with a peptide which is an adhesive biomolecule. 
In the first part of the study it‟s focused on the physically and chemically 
characterization of the different treatments that have been use to modify 
the titanium surface through contact angle, surface energy and roughness. 
The second part is biologically characterized how affects these surfaces 
modifications to the cellular adhesion through immunohistochemical 
analysis.  
To conclude is important to say that this study comes from a project with a 
wide scope, which is trying to stimulate the osteoblasts adhesion and to 
increase the exit rate of the implants. 
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CAPÍTOL  1: 
INTRODUCCIÓ 
El principal objectiu del projecte és aconseguir una millor osseointegració 
fent que els osteoblasts s‟adhereixin a la superfície del titani. El gran interès 
que existeix per augmentar la osseointegració és degut a què els implants 
que fracassen, per motius no relacionats amb la cirurgia, són 
majoritàriament perquè no s‟han integrat a l‟os sent mecànicament 
inestables i com a conseqüències, el cos els aïlla envoltant-los en una 
càpsula fibrosa o originant infeccions a la zona fent que l‟implant salti. 
1.1. Objectius 
L‟objectiu del projecte és la millora de la osseointegració amb el titani 
tractant la seva superfície i per tant, caldrà: 
 Caracteritzar la superfície del titani al ser modificada amb àcid nítric i 
plasma i posteriorment, revestida per fisisorció o quimisorció amb 
pèptid RGD per determinar com afecta el tractament a la superfície. 
 Comparar l‟estabilitat de la unió del pèptid RGD amb el titani per 
fisisorció o enllaçat covalentment, amb la finalitat d‟esbrinar quin 
tipus d‟unió és la més efectiva i resistent. 
 Comparar quin dels tractaments aplicats és el més òptim per una 
màxima adhesió cel·lular amb cèl·lules el màxim d‟expandides a la 
superfície del titani. 
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1.2. El titani 
El titani és el novè element més abundant a l‟escorça terrestre. Es tracta 
d‟un metall de transició de color gris plata, opac i lleuger, el qual va 
començar a ser utilitzat en el camp de la biomedicina a partir dels anys 40 
del segle passat, juntament amb els seus aliatges. El més utilitzat i conegut 
és el titani comercialment pur (c.p.) de grau 2, i és el material estudiat en 
aquest projecte [5]. 
El titani c.p. té la següent composició química en valors màxims regulats 
per la normativa ISO 5832-2 i els valors màxims donats pel proveïdor 
technalloy de la barra de titani d‟on s‟extreuen les mostres: 
Taula 1. Valors màx. composició química donats per la ISO 5832-2 i pel 
proveïdor Ti (Techanlloy S.A.). 
 Ti% N% C% H% Fe% O % 
ISO 5832-2 BAL 0,03 0,08 0,015 0,30 0,25 
Mostra titani BAL 0,01 0,01 0,01 0,05 0,11 
 
El titani de grau 2 té les següents propietats químiques:  
Taula 2. Propietats químiques del titani c.p. (valors màx. ISO 5832-2) 
  
Configuració electrònica Ti[Z=22]=[Ar]3d²4s² 
Massa atòmica 47,87 
Densitat 4,5 Kg/dmᶟ 
Temperatura de fusió 1660-1670ºC 
 
I les propietats mecàniques del Ti c.p. són les següents, on els valors són 
els mínims establerts per la ISO 5832-2 i les mostres de Ti utilitzades 
durant tot el projecte estan dins de la normativa i a més, especificades pel 
proveïdor a la següent taula 3. 
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Taula 3. Valors mín. propietats mecàniques del titani c.p. per la ISO 5832-
2 i pel proveïdor Ti (Techanlloy S.A.). 
 ISO 5832-2 Techanlloy 
Límit elàstic 275MPa 373MPa 
Resistència màxima 345MPa 487MPa 
Deformació a ruptura 20% 27% 
 És biocompatible és a dir, un cop implantat dins de l‟hoste no genera 
reaccions adverses. Aquest fet és degut a la capa passiva (5-10nm) 
de TiO₂ que es forma a la superfície del titani espontàniament quan 
reacciona amb l‟atmosfera. Gràcies a aquesta capa passiva el titani té 
una alta resistència a la corrosió [12]. 
 En aplicacions ortopèdiques el titani és el metall que té les propietats 
mecàniques, destacant el mòdul elàstic, més similars a les de l‟os 
cortical (part de l‟os que reemplaça) en comparació amb els metalls 
per excel·lència d‟aquest camp, com són els acers inoxidables (acer 
inox) o els aliatges crom-cobalt (CrCo) [3]. 
Taula 4. Comparativa propietats mecàniques de l’os respecte biomaterials 
més destacats [3]. 
 Os cortical Titani 
grau 2 
Ti6Al4V Acer AISI 
316L 
CrCo 
Mòdul elàstic 15-30GPa 105GPa 120GPa 210GPa 220GPa 
Resistència 
màxima 
70-150MPa 345MPa 890MPa 650MPa 1200MPa 
Deformació a 
ruptura 
0-8% 20% 18% 12% 10% 
 
1.2.1. Aplicacions mèdiques 
Actualment la utilitat del titani i els seus aliatges tenen moltes aplicacions 
mèdiques on destaquen: 
 Al camp vascular formant aliatges amb níquel, NiTi -aliatge que es 
caracteritza per tenir memòria de forma- fabricant stents que 
s‟utilitzen com a reforç pels vasos sanguinis degut a una reducció del 
seu diàmetre. El stent s‟introdueix i s‟infla amb un globus, el globus 
es treu i queda implantat, recuperant l‟amplada, reforçant la paret i 
així permetent una bona circulació sanguínia [4]. 
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Figura 1. Col·locació stent a vas sanguini [4]. 
Aquest aliatge també s‟utilitza en altres aplicacions mèdiques, com per 
exemple la ortodòncia. 
  Al camp ortopèdic utilitzant l‟aliatge Ti6Al4V: 
Tija de pròtesis de maluc amb l‟aliatge quan l‟articulació d‟aquest falla. La 
tija s‟implanta dins el canal medul·lar del fèmur a pressió (press-fit) o unida 
al fèmur amb un ciment acrílic que fa les funcions d‟adhesiu [4]. 
 
Figura 2. Pròtesis de maluc [4]. 
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- Plaques  i cargols d‟osteosíntesis que s‟implanten a l‟haver-hi una 
fractura òssia amb desplaçament i és necessària una fixació i fusió 
d‟ossos [4]. 
 
Figura 3. a) i b) plaques osteosíntesis, c) cargol per fractures òssies [4]. 
 Amb titani c.p. grau 2: 
- Es fabriquen esponges metàl·liques que es caracteritzen per tenir 
una rigidesa que permet una transferència de les forces el que fa 
que siguin bones substitutes dels cossos vertebrals. A més, les 
estructures poroses permeten una bona vascularització [4]. 
 
Figura 4. Estructura esponja metàl·lica de Ti [4]. 
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- Però la principal aplicació biomèdica que té el titani c.p. són els 
cossos dels implants dentals [4]. 
 
Figura 5. Implant dental [4]. 
Es fonamental que els implants dentals s‟integrin a l‟os per tal de que siguin 
mecànicament resistents, que no es creïn infeccions al voltant d‟aquest i 
perquè el cos no l‟identifiqui com a estrany envoltant-lo en una càpsula 
fibrosa provocant el seu fracàs [4]. 
1.2.2. Modificacions superficials 
A l‟actualitat hi ha diferents metodologies per biofuncionalitzar la superfície 
del titani i així compensar la reduïda capacitat que té per interaccionar amb 
l‟os.  
Les modificacions superficials que s‟apliquen al titani avui en dia poden ser 
físiques, químiques o físico-químiques [6]:  
 FÍSIQUES → Modifiquen la morfologia de la superfície  
- Microrugositat 
 QUÍMIQUES →Inorgàniques 
- Oxidació amb plasma 
- Nanocristalls de fosfat de calci (CaP) 
→Orgàniques 
- Fisisorció de biomolècules 
- Enllaç covalent de biomolècules 
- Fixació nanomecànica 
→Revestiments inorgànics/orgànics amb: 
- Col·lagen 
- Quitosà 
- Factors de creixement 
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En aquest projecte, en primer lloc es deixen les superfícies de les mostres 
totes iguals entre elles modificant-les físicament, polint-les; en segon lloc es 
realitza una modificació química inorgànica a la superfície, on s‟activa la 
superfície amb àcid nítric i plasma. El tercer pas és revestir la superfície 
activada amb una molècula bioactiva (un pèptid), la qual s‟unirà amb els 
osteoblasts, per fisisorció o per enllaç covalent, que s‟aconsegueix amb una 
modificació química orgànica de la superfície (silanització). 
 
 
Figura 6. Procés tractaments superficials. 
1.3. El pèptid RGD 
Els pèptids són biomolècules formades per la unió de menys de 100 
aminoàcids. Si el nombre és major es parla de proteïnes. Així doncs, es 
podria dir que els pèptids són petites parts, seqüències, de proteïnes. [7]  
Els tractaments de biofuncionalització de superfícies es podrien fer amb 
proteïnes, però l‟ús de pèptids com a lligant entre la superfície i les cèl·lules 
presenta certs avantatges. El que fa preferible el seu ús són els següents 
punts [13]: 
 Les proteïnes no són sintètiques a diferència dels pèptids, , el que pot 
crear problemes de immunogenicitat com infeccions o inflamacions. 
 Un pèptid és enzimàticament molt més estable i també ho és a altes 
temperatures i als canvis de pH.  
 En general, l‟obtenció d‟un pèptid purificat és més econòmica que la 
de les proteïnes. 
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 Si bé es pot biofuncionalitzar tant amb proteïna com amb pèptid per 
a obtenir una resposta cel·lular donada (p.ex. l‟adhesió cel·lular), al 
tenir un pèptid, només part de la seqüència de la proteïna sencera, 
no és tan específica per a un tipus de cèl·lula en concret (p.ex. un 
pèptid podria afectar tant als osteoblasts com a les plaquetes). Les 
proteïnes, en canvi, poden ser molt més específiques. 
 Els pèptids al ser una petita part d‟una proteïna, la qual estimula 
l‟adhesió cel·lular, la densitat que es pot tenir d‟aquesta a la 
superfície del titani és major que si es tinguessin proteïnes 
augmentant la disponibilitat de possibles unions amb els osteoblasts. 
El pèptid que s‟utilitza durant el projecte és el pèptid RGD, que prové de la 
seqüència mínima essencial de la fibronectina, entre d‟altre. La fibronectina 
és una proteïna que es troba a la matriu extracel·lular de l‟os i juga un 
paper molt important a l‟adhesió cel·lular [12]. 
El que fa possible l‟adhesió cel·lular, és la unió del pèptid RGD que es troba 
a la superfície del titani amb les integrines de les cèl·lules òssies [13].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les integrines són proteïnes transmembranals de les cèl·lules, formades per 
dos subunitats, 18 α i 8 β on combinades formen 24 heterodímers diferents 
on cadascun d‟ells tendirà a unir-se a un lligant específic. Les integrines 
més importants que s‟uneixen al pèptid RGD són les αvβ5, αvβ3 i les α5β1 
[2] [12]. 
Figura 7. Adhesió integrina a la fibronectina per la 
seqüència RGD. 
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Figura 8. Família integrines i afinitat amb lligants específics. Integrines 
αvβ5, αvβ3 i les α5β1 específiques pel pèptid RGD [2]. 
Les cèl·lules, a l‟entrar en contacte les integrines dels osteoblasts amb el 
pèptid RGD s‟uniran a la superfície (pas 1), però perquè sigui efectiva a part 
de l‟adhesió les cèl·lules han d‟expandir-se sobre la superfície del titani (pas 
2), creant microfilaments d‟actina formant el citoesquelet (pas 3) i 
adhesions focals formades per la unió de molècules de la matriu 
extracel·lular a l‟actina (pas 4) [12] . 
  
A)                                             B) 
Figura 9. A) Adhesió efectiva: cèl·lules adherides i estirades. B) Adhesió 
fallida: cèl·lules adherides però no estirades.  
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El pèptid RGD utilitzat a tot el projecte ja ha estat sintetitzat en fase sòlida 
a la UPC per l‟investigador Carles Mas. Està format per tres parts principals 
[12]: 
 Ancoratge: Grup tiol que permet la unió amb la superfície del titani.  
 Espaiador: Es necessari perquè hi hagi una mínima distància entre la 
superfície i el lligand, ja que a la cèl·lula li és més fàcil unir-se si està 
separat de la superfície i no pas enganxat a ella, el paper d‟espaiador 
el realitzen 3 molècules d‟àcid aminohexanoic degut a la cadena 
llarga que les formen. 
 Lligant: Pèptid RGD  
 
Quedant: 
 
Figura 10. Estructura química pèptid RGD. 
 
Hi ha diferents investigacions que estudien l‟adhesió cel·lular i la seva 
expansió estimulada per un pèptid. En aquest projecte, a més de d‟aquest 
estudi, s‟analitza quin mètode és el més efectiu, si el revestiment de la 
superfície de titani amb pèptid RGD per fisisorció o enllaçat covalentment. 
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CAPÍTOL 2: MATERIALS 
I MÈTODES 
En aquest capítol es mostren les metodologies emprades en cada procés i 
quins equips, productes i mesures de seguretat han estat utilitzades. 
Per cada tractament que es fa, s‟utilitzen tres mostres  i tres mesures per 
mostra, amb el fi d‟assegurar que els resultats obtinguts són òptims al 
comparar-los entre ells. 
2.1. Preparació de mostres 
Les mostres emprades als diferents assaigs en aquest projecte són discs de 
titani comercialment pur de grau 2 amb un diàmetre de 10mm i un gruix de 
1-4mm proveïdes en barres de 3030mm per Technalloy (Espanya). 
2.1.1. Polit automàtic 
La superfície de les mostres són molt desiguals entre elles, per aquest 
motiu el primer pas es polir les mostres fins a efecte mirall per aconseguir 
un acabat més uniforme i comparable. Un altre raó és per poder estudiar 
l‟efectivitat d‟adhesió cel·lular deguda únicament a tractaments superficials 
específics. Si no políssim les mostres, la rugositat que tenen aquestes 
inicialment podrien afavorir a l‟adhesió cel·lular i podrien emmascarar si els 
resultats obtinguts són realment pels mètodes emprats o bé per la rugositat 
que tenen. 
S‟encasten 5 mostres de titani (Figura 11) per baquelita amb F=20kN, 
temps escalfant= 5‟ a 180ºC i temps refredant = 3‟. 
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Figura 11. Discs encastats. 
 
La màquina utilitzada és l‟encastador a LaboPress-3 de Struers (Alemanya): 
 
Figura 12. Encastador. 
Un cop fetes les baquelites es poleixen amb la polidora automàtica, model 
Rotopol-31, marca Struers (Alemanya), en la que hi caben 6 baquelites = 
30 mostres (figura 13). 
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Figura 13. Polidora automàtica. 
Per arribar a l‟efecte mirall desitjat, primerament s‟utilitzen panys de carbur 
de silici amb aigua que van des d‟un gra de polit de 25,8μm  fins a 10μm, 
eliminant ratllades i deixant la superfície de les mostres uniformes. L‟efecte 
mirall s‟aconsegueix amb els panys de vellut als que en lloc d‟aigua es 
mullen amb una dissolució de partícules d‟alúmina dissoltes en aigua 
destil·lada. L‟alúmina té una mida de gra de 1μm pel primer pany i de 
0,05μm pel segon. La mida del gra de polit, la força, el temps, la velocitat, i 
la rotació de la polidora en funció de les baquelites, ve determinada a la 
següent taula per cada tipus de pany emprat: 
Taula 5. Paràmetres polidora automàtica segons pany. 
PANY FORÇA VELOCITAT ROTACIÓ TEMPS 
P600(25,8μm) 15N 150rpm >> 15‟ 
P800(20μm) 15N 150rpm >> 15‟ 
P1200(15,3μm) 15N 150rpm >> 25‟ 
P2500(10μm) 15N 150rpm >> 40‟ 
Vellut(1μm) 10N 300rpm >> 60‟ 
Vellut(0,05μm) 10N 300rpm >> 60‟ 
Són polides 130 mostres. Un cop polides, s‟han de treure de les baquelites. 
Es fica la baquelita a una mordassa i amb una serra es talla just a sota de la 
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mostra on posteriorment fent palanca amb un tornavís, es fan salta els 
discs. 
Els panys utilitzats estan regulats per la norma ASTM E3-11 de preparació 
de mostres metàl·liques. 
Taula 6. Cases comercials dels productes utilitzats. 
MATERIAL CASA COMERCIAL 
Panys Buehler (USA) 
Alúmina Buehler (USA) 
2.1.2. Rentat de mostres 
Quan tenim les mostres polides i amb idèntic acabat superficial entre elles, 
hem de rentar-les per eliminar possibles impureses que restin a la superfície 
de les mostres. Els rentats es fan amb substàncies de diferents polaritats 
perquè s‟emportin tot tipus de residus que pot haver a la superfície. Primer 
es banyen les mostres en ciclohexà i es tenen durant dos minuts als 
ultrasons (x3 cops), el mateix procés es fa amb 2-propanol, aigua 
destil·lada, etanol i acetona (taula 7).  Per últim les eixuguem amb aire a 
pressió i les guardem en una multiplaca.  
Els rentats amb ciclohexà i 2-propanol, al tractar-se de productes irritants, 
es realitzen a dins una campana de flux laminar (Flores Vallès, Espanya): 
 
Figura 14. Campana de flux laminar. 
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L‟equip d‟ultrasons per netejar les mostres utilitzat és el model ultrasònic 
cleaner de BRASONIC: 
 
Figura 15. Ultrasons BRASONIC. 
El ciclohexà és una substància apolar, el que implica que no té grups polar 
en la seva estructura i  no pot realitzar enllaços pont d‟hidrogen amb altres 
molècules, per tant es tracta d‟una molècula hidrofòbica i l‟utilitzem per 
eliminar possibles restes de molècules hidrofòbiques i contaminants: 
 
Figura 16. Estructura química ciclohexà. 
El greix té una cadena molt llarga hidrofòbica i al final una d‟hidrofílica. Al 
ser tan curta en comparació amb la resta de la molècula, es tracta d‟una 
substància hidrofòbica i per això el ciclohexà se la pot emportar deixant les 
mostres netes de greixos. 
El 2-propanol, l‟etanol i la acetona són molècules polars perquè tenen un 
grup funcional alcohol, alcohol i cetona respectivament, que els hi permet 
crear enllaços pont d‟hidrogen amb residus que es trobin a la superfície, 
emportant-se‟ls i deixant-les netes: 
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Figura 17. Estructura química 2-propanol. 
 
Figura 18. Estructura química etanol. 
 
Figura 19. Estructura química acetona. 
 
Abans i posteriorment de qualsevol tractament superficial es fan rentats on 
les substàncies utilitzades tenen la mateix procedència: 
Taula 7. Cases comercials dels productes utilitzats. 
MATERIAL CASA COMERCIAL 
Ciclohexà Sigma-Aldrich (USA) 
2-propanol Sigma-Aldrich (USA) 
Etanol Panreac (USA) 
Acetona Panreac (USA) 
Multiplaca  Thermo Scientific (Dinamarca) 
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2.2. Tractaments superficials 
2.2.1. Activació i neteja amb plasma d’oxigen 
El procés d‟activació i neteja amb plasma d‟oxigen, es realitza excitant un 
gas (en aquest projecte l‟oxigen) i fent que les seves molècules es ionitzin i 
interaccionin amb la superfície del titani. Com a conseqüència, tal com 
indica el seu propi nom, neteja la superfície i també fa que s‟adsorbeixin 
grups funcionals a la superfície creant nous radicals d‟oxigen, els quals 
reaccionen amb l‟ambient en mil·lèsimes de segon. Així s‟augmenten els 
grups hidroxils (-OH-), els quals poden ser terminals OH és a dir, unió d‟un 
Ti + OH o ponts OH on el H s‟uneix a el O de la capa passiva de TiO₂ de la 
superfície [13]. 
 
Figura 20. Formació grups hidroxils a la superfície de titani. [13] 
L‟augment dels grups hidroxils a la superfície és positiu ja que implica més 
disponibilitat de possibles enllaços, és a dir, augmenta la polaritat de la 
superfície, la hidrofilicitat. 
 
Figura 21. Superfície titani activada. 
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S‟utilitza l‟equip Plasma surface Technology de Electronic Diener 
(Alemanya): 
 
Figura 2210. Equip plasma. 
El procediment que se segueix és el següent: 
 S‟encén l‟equip i s‟obra la bombona d‟oxigen 
 Es col·loquen 3 mostres com a màxim a un portaobjectes de vidre. 
 Es fa el buit durant 1‟. 
 Es fa el plasma durant 5‟ a una potència de 100W estant la càmera al 
buit. 
 Es torna a pressió ambient durant 0,5‟ 
 Guardem les mostres al buit per no perdre els efectes del procés. 
Tan per posar les mostres a dins de la cambra com per treure-les es 
fa amb guants i bata per evitar contaminar-nos. 
2.2.2. Tractament amb àcid nítric 
L‟àcid nítric (HNO₃) actua com a “passivador” sobre el titani. Cal remarcar 
que no augmenta directament els grups hidroxils de la superfície, sino que 
augmentant la capa d‟òxid (el seu gruix) de la superfície del titani ja que es 
Andrea Parellada Frouchtman____________________________________________________________ 
-24- 
 
tracta d‟un àcid oxidant. Actua atacant la superfície eliminant restes 
d‟impureses i fent que la capa passiva sigui uniforme i estable [9]. 
El mètode per activar les mostres segueix els següents passos: 
 Es banyen les mostres en àcid nítric al 65% (Àcid nítric 65% PRS, 
Panreac, Espanya) durant 60‟ dins d‟una campana. 
 La quantitat de mostres que es poden tractar alhora ve determinada 
per la mida de l‟erlenmeyer. 
 Finalment es renten amb 3 rentats d‟aigua destil·lada, 3 d‟etanol i 3 
d‟acetona. 
Tot el procediment és realitza a dins de la campana, amb bata i guants 
per evitar cremar-nos si hi hagués un accident. 
2.3. UNIÓ PÈPTID RGD 
Un cop tractada la superfície del titani, es recoberta amb pèptid i es deixa 
tota la nit (overnight=OVN) per tal que s‟uneixi a la superfície per fisisorció 
o quimisorció segons el tractament emprat. 
 
Figura 23. Revestiment amb pèptid RGD. 
EL pèptid RGD ve donat a una concentració de 1mg/mL i es vol a 
0,1mg/mL, la dissolem en PBS. 
Materials utilitzats al llarg del procés de recobriment:  
Taula 8. Cases comercials dels productes utilitzats. 
MATERIAL CASA COMERCIAL 
PBS Invitrogen (Espanaya) 
Àcid clorhídric Panreac (Espanya) 
Toluè Sigma-Aldrich (USA) 
APTES Sigma-Aldrich (USA) 
Dimetilformamida Sigma-Aldrich (USA) 
Cross linker Alfa Aesar (Alemanya) 
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2.3.1. Fisisorció 
El pèptid unit per fisisorció s‟uneix feblement als grups hidroxils o als òxids 
del titani mitjançant l‟ancoratge tiol. 
 
Figura 24. Unió pèptid per fisisorció. 
S‟uneix feblement ja que la interacció del tiol amb la superfície del titani es 
basa en interaccions febles (no covalents) tipus les electrostàtiques, els 
ponts d‟hidrogen i les forces de Van der Waals. 
Per afegir pèptid a les mostres: 
 S‟afegeixi goteta sobre la mostra de 100μL de pèptid a una 
concentració de 0,1mg/mL en PBS amb pH=7,5. 
 El deixem tota la nit (ovn) 
2.3.2. Enllaç covalent pèptid 
A l‟enllaçar covalentment el pèptid a la superfície de titani obtenim un enllaç 
més fort i estable que per fisisorció [15]. 
El procés que es dur a terme per aconseguir-ho és la silanització, on la 
superfície del titani l‟unim amb un silà (compost químic derivat del silici) 
que és l‟APTES (AminoPropilTriEtoxiSilà): 
 
Figura 25. Estructura química APTES. 
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Per poder unir el pèptid a l‟APTES, el silà necessita ser modificat 
químicament amb el N-succinimidil-3-maleimidopropinat, que actua com a 
pont per enllaçar l‟APTES i el pèptid RGD rebent el nom de cross linker: 
 
Figura 26. Estructura química del cross linker. 
La capa passiva del titani queda unida amb el silici de l‟APTES i l‟altre 
extrem de l‟APTES, on hi ha el grup amina, s‟uneix amb el cross linker 
obtenint la següent estructura [1]: 
 
Figura 27. Estructura finalitzada la silanització a la superfície del Ti. 
Enllaçat l‟APTES al cross linker, s‟uneix covalentment el pèptid RGD gràcies 
a la reacció química del grup tiol del pèptid i el cross linker, donant lloc a un 
enllaç covalent del pèptid amb la superfície [1]: 
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Figura 28. Unió pèptid per enllaç covalent. 
El procés a seguir per fer la silanització és el següent: 
APTES 
 Es fiquen les mostres en un vas tapat amb un septum. Es fa el buit, 
però a l‟estar tapat el vas, es fa punxant una agulla al septum 
entrant a dins del vas. S‟acaben d‟eliminar les possibles restes d‟aire 
clavant dues xeringues, una d‟entrada de N₂ i una de sortida per 
l‟aire.  
Així aconseguim treballar en condicions anhidres, per tal de que no 
quedin restes d‟aigua sobre la superfície de la mostra ja que 
hidrolitzen els silans i promouen la seva polimerització abans 
d‟enllaçar-se amb el titani. 
 S‟afegeix amb una xeringa i clavant l‟agulla al tap del vas 0,2mL 
d‟APTES per cada 10mL -2% (v/v)- i es deixa 60‟ a 90ºC agitant-se a 
la manta tèrmica (VWR, model VMS-C4, Espanya). 
 Es treuen les mostres del vas on estava fet el buit i es passen a 
erlenmeyers.  
 Un cop estan els discs als respectius erlenmeyers, es fa un rentat 
amb toluè de 5‟ a dins dels ultrasons. 
  Passats els 5‟, es fan rentats on només es banyen les mostres durant 
15 segons: 3 amb toluè, 1 amb acetona, 3 amb aigua destil·lada, 3 
isopropanol, 3 etanol i 3 acetona. 
 Es col·loquen les mostres en erlenmeyers nous i es realitza un 
tractament tèrmic, ficant les mostres al forn a 120ºC durant 5‟, per 
tal de potenciar la unió estable dels silans amb la superfície (figura 
29). 
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Figura 29. Procés tèrmic a 120ºC 
Cross linker 
 S‟afegeix  el cross linker, 2mg/mL de N-succinimidil-3-
maleimidopropionat per cada 10mL de N,N-Dimetilformamida (DMF) i 
es deixen 60‟ a temperatura ambient agitant-se a la manta tèrmica. 
 Rentats ficant les mostres 3 cops amb DMF, 10 amb aigua destil·lada, 
3 amb etanol i 3 amb acetona durant uns 15s cada rentat sense 
col·locar-los als ultrasons. 
Pèptid RGD 
 S‟afegeix 100μL de pèptid  a una concentració de 0,1mg/mL en PBS 
amb pH=6,5 (disminuïm el pH amb dos gotetes d‟àcid clorhídric cada 
50mL de PBS). Es deixa tota la nit (ovn) 
2.3.3. Caracterització estabilitat pèptid 
Els implants de titani han de passar processos d‟esterilització i abans de que 
siguin implantats pot passar temps, així doncs, el pèptid a part d‟estimular 
l‟adhesió cel·lular és important que sigui estable és a dir, que la densitat de 
lligant unit a la superfície es mantingui constant, independentment dels 
processos pels qual passi abans del seu ús. Per estudiar l‟estabilitat, es 
mesura l‟angle de contacte i l‟energia superficial de les mostres amb el 
pèptid unit per fisisorció i enllaçat covalentment, al cap de 30‟ i 60‟ d‟estar 
als ultrasons amb aigua. 
2.4. Caracterització fisicoquímica 
Els discs de titani abans i després de ser modificats amb tractaments 
superficials, s‟analitzen les seves propietats físiques i químiques: 
 Rugositat  
 Hidrofilicitat i mullabilitat 
 Composició química  
Funcionalització de titani amb biomolècules adhesives per millorar la osteointegració en implants ossis_ 
-29- 
 
2.4.1. Rugositat 
Les mostres han estat polides (modificades físicament) per tal de que la 
rugositat no afecti als resultats i que les mostres siguin comparables entre 
elles. La manera de determinar la rugositat es fa amb un interferòmetre de 
llum blanca (Veeco, WYKO NT1100,): 
 
Figura 30. Interferòmetre de llum blanca. 
La interferometria és un mètode òptic que ens dona el perfil de la superfície 
gràcies a la interferència d‟un feix de llum blanca de referència amb un de 
mesura. [14] 
En aquest cas calculem la rugositat de la superfície el paràmetre Ra, que 
ens dona la mitja aritmètica del pic-vall amb el mode VSI (Vertical Scanning 
Interferometry). A més, s‟obtenen imatges 3D del perfil dels discs de titani 
d‟allà on incideix el feix de llum blanca.  
 Per mostres polides es busquen interferències que ocupin gaire bé 
tota la mostra, fent que la imatge que es veu a l‟ordinador sigui gaire 
bé tota vermella. Si la mostra és NO polida s‟han de trobar 
interferències que ocupin tota la mostra a ratlles vermelles el màxim 
de paral·leles entre elles. 
 Un cop localitzades les interferències es baixa la intensitat de la llum 
per tal que la captura de la imatge sigui la òptima, ja que un excés 
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de llum podria enlluernar la imatge i una falta d‟ella que no es 
percebessin bé les irregularitats de la superfície. 
 Es fan 3 mesures per mostra. 
2.4.2. Hidrofilicitat i mullabilitat 
La hidrofilicitat i la mullabilitat són dos conceptes que van relacionats. La 
hidrofilicitat és l‟afinitat que té un element per l‟aigua, fent que a l‟entrar en 
contacte una gota d‟aigua a la seva superfície, aquesta s‟acobli al màxim i 
deixi la superfície més mullada que si l‟afinitat fos menor. En aquest cas, 
quan la gota no s‟expandeix sobra la superfície, es parla d‟hidrofobicitat. 
La mesura d‟aquesta propietat es fa mitjançant l‟angle de contacte. A 
l‟entrar en contacte un líquid amb un sòlid, l‟angle de contacte Ө, és l‟angle 
que es forma entre la tangent del perfil de la gota (líquid) amb la tangent 
de la superfície de titani (sòlid). Així doncs, com menor sigui l‟angle de 
contacte major serà la hidrofilicitat i com major sigui l‟angle de contacte 
major serà la hidrofobicitat [11]. 
 
Figura 31. Hidrofilicitat i hidrofobicitat. 
 
A l‟activar les mostres de titani amb plasma, augmentem els grups hidroxils 
de la superfície els quals són polars i al ser-ho també l‟aigua, l‟afinitat  
augmenta degut a que el nombre d‟enllaços que poden existir entre els –OH 
de la superfície i l‟aigua és major, fent que la gota s‟acobli a la superfície, 
mullant-la, i per tant l‟angle de contacte sigui baix. D‟aquesta manera la 
superfície del titani s‟ha tornat més hidrofílica, respecte les mostres de titani 
sense haver sigut tractades. 
Les mostres tractades amb àcid nítric, tenen una superfície amb una capa 
d‟òxid de titani més uniforme i estable i a més, sense restes de impureses. 
El tenir la superfície neta és el principal motiu que fa que l‟angle de contacte 
disminueixi i no l‟augment de la polaritat, que sí que influeix però no tant 
com en les mostres tractades amb plasma. 
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Per fer les mesures s‟utilitza l‟angle de contacte OCA15, Neutek 
instruments, Espña: 
 
Figura 32. Angle de contacte. 
Primer es mesurar l‟angle de contacte amb aigua, substància polar i després 
amb diiodometà (diiodometà, casa comercial sigma), substància apolar: 
 Es col·loquen les mostres a sota de l‟agulla per on cau el líquid 
 Es deixa caure una gota de 1μl a una velocitat de 1μl/s. Es mesuren 
3 gotes/mostra. 
 A la que la gota toca la mostra i s‟expandeix es fa una fotografia 
 Amb el mateix programa calculem l‟angle de contacte per Laplace i 
Circle. Els resultats seran donats pel mètode de Laplace ja que és el 
que dóna resultats amb desviacions estàndards (diferència entre les 
mesures) més petites. 
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Un cop es coneix l‟angle de contacte es pot calcular l‟energia superficial (ES) 
de les mostres mitjançant l‟equació de Young i les energies d‟interfase: 
                                                   (1) 
 
 
Figura 33. Energia superficial. 
ϒsv=energia lliure interfacial sòlid-vapor on és igual a l‟energia superficial 
lliure del sòlid =ϒs, ϒlv =energia lliure interfacial líquid-vapor on és igual a 
l‟energia superficial lliure del líquid =ϒl i ϒsl=energia lliure interfacial sòlid-
líquid, per tant l‟equació anterior queda [12]:  
                                                (2) 
Els càlculs de l‟energia superficial són molt complexes hi ha moltes teories 
al respecte. És calculada amb el mateix programa i agafant com a base la 
teoria de Ström et al. on es calcula l‟energia superficial, l‟energia polar i 
l‟energia dispersa. 
L‟energia polar (P) la marca l‟angle de contacte amb l‟aigua i es veu 
afectada quan modifiquem les propietats electrostàtiques de la superfície és 
a dir, quan augmenten els grups hidroxils o la passivació fent la superfície 
més polar. La resta de propietats, afecten a l‟energia dispersa (D), la qual 
no es veu una modificació significativa al llarg del projecte i ve donada per 
l‟angle de contacte amb el diiodometà. 
2.4.3. Microscopi electrònic d’escombrat (SEM) 
Amb aquesta tècnica obtenim informació sobre la topografia i la composició 
química de la superfície de la mostra, per tal de veure si han estat ben 
polides les mostres i si la superfície està contaminada amb alguna possible 
resta del procés de polir, per exemple.  
La tècnica del SEM genera un feix d‟electrons la qual radia la mostra. Es 
generen electrons secundaris que són els resultants de l‟emissió per part 
dels àtoms constituents de la superfície de la mostra de titani i electrons 
retrodispersats, són els procedents del feix incidents que a l‟interacciona 
mabla mostra són reflexats. La intensitat d‟ambdues emissions depèn de la 
topografia de la superfície dels discs de titani. Aquesta senyal radiada és 
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captada per un conjunt de sensors i processats, obtenint una imatge on es 
reflexa les característiques superficials de les mostres [8].  
S‟utilitza l‟equip  Neon 40, Zeiss (Alemanya): 
 
Figura 34. SEM. 
Les mostres que s‟analitzen són: 
 2 No polides 
 2 Polides 
 2 tractades amb àcid nítric 
 2 Tractades amb plasma 
El procediment que es segueix per agafar les mesures és el següent: 
 Cada mostra s‟enganxen sobre suport metàl·lic el qual es numera per 
poder identificar-les.  
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 Els suports amb les mostres es col·loquen a una placa metàl·lica la 
qual anirà a dins de la cambra del SEM. 
 Un cop dins la cambra del SEM es fa el buit. 
 S‟aplica el feix d‟electrons a la mostra i s‟obté una imatge en directe 
de la superfície. 
 Es selecciona algun punt en concret que sigui d‟interès per estudiar la 
composició química i determinar quines són les impureses que 
s‟observen, donant com a resultats la imatge amb l‟espectre dels 
punts seleccionats d‟aquesta. 
2.5. Caracterització biològica 
Materials utilitzats i casa comercial de procedència durant tota la 
caracterització biològica: 
Taula 9. Cases comercials dels productes utilitzats. 
MATERIAL CASA COMERCIAL 
Tripsina Sigma-Aldrich (USA) 
Medi McCoy Sigma-Aldrich (USA) 
Piruvat de sodi Sigma-Aldrich (USA) 
HEPES Invitrogen (Espanya) 
L-glutamina Invitrogen (Espanya) 
Penicil·lina Invitrogen (Espanya) 
 Fetal Bovine Serum (FBS) Invitrogen (Espanya) 
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (USA) 
Paraformaldehid (PFA) Invitrogen (Espanya) 
m-PER Thermo Scientific (Dinamarca) 
Triton Sigma-Aldrich (USA) 
2.5.1. Assaig adhesió cel·lular 
Els assaigs d‟adhesió cel·lular són assaigs in vitro que es fan amb la línia 
cel·lular SAOS-2, derivada de cèl·lules extretes a un pacient amb un 
Sarcoma Osteogènic. Es tracta de cèl·lules cancerígenes derivades de les 
cèl·lules mesènquimes. Tenen les mateixes propietats que els osteoblasts 
amb l‟avantatge de què proliferen més ràpidament i és més difícil que es 
morin. 
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Les cèl·lules són cultivades en flascons on es divideixin i creixen, adherint-
se a aquest, gràcies a que estan guardades a un incubador a 37ºC a 5% de 
CO₂ amb medi de cultiu, el qual se li ha de canviar un cop per setmana, 
més el cop que se li canvia quan tripsinitzem. 
Tripsinitzar és el procés en el que es desprenen les cèl·lules del flascó 
mitjançant tripsina (enzim). Si no es fa assaig, es traspassen una part 
d‟elles (no totes perquè sino tornarien a ocupar tot el flascó nou i no 
podrien seguir creixent) amb medi nou. És el que s‟anomena fer un pas.  
A l‟assaig in vitro s‟afegeixen 25000 cèl·lules/mostra. 
 Bloquegem les mostres i els pous de la multiplaca amb BSA (Sèrum 
Albúmina de Boví) 1% en PBS durant 30‟-60‟ i mentrestant: 
 Tripsinització de les cèl·lules i recollides del flascó amb medi amb FBS 
(Sèrum Fetal de Boví) el qual aporta proteïnes al medi. 
 Es centrifuguen durant 5‟ a 300rpm i afegim 4mL de medi sense FBS 
 S‟agafa una concentració coneguda determinada, per comptar al 
microscopi mitjançant una cambra de Neubauer el número de 
cèl·lules que hi ha per mL 
 Si s‟analitza l‟adhesió cel·lular per fluorescència: Sabent la 
concentració que hi ha al falcon, es calcula la quantitat de la 
dissolució amb cèl·lules i de medi sense FBS necessaris per tenir 
25000cèl·lules/mostra i afegim 500μL/mostra un cop aspirat el BSA i 
tot netejat tres cops amb PBS 
El BSA és una proteïna que s‟adhereix feblement a tot el que hi ha a la 
superfície del biomaterial evitant que hi hagi cap tipus d‟unió excepte les 
específiques i buscades per nosaltres ja que la gran afinitat que existeix 
permet desplaçar el BSA. També s‟ha utilitzat per fer rentats el PBS, medi 
salí que manté la concentració tant a dins com a fora de la cèl·lula perquè 
no es lisin. Està compost per clorurs i fosfats (NaCl, KCl i per Na₂HPO₄ i 
KHPO₄). 
Un cop afegides les cèl·lules es deixen 4h a l‟incubador. Passada aquesta 
estona, se‟ls i posa paraformaldehid (PFA) al 4% durant 15‟-30‟ amb 
l‟objectiu de fixar les cèl·lules el que vol dir, matar-les però preservant la 
seves característiques estructurals. Un cop fixades, s‟aspira el PFA, es fan 3 
rentats amb PBS i es guarden a la nevera a 4ºC amb PBS pel posterior 
anàlisis immunohistoquímic. 
2.5.2. Anàlisis immunohistoquímic 
Mètode amb el s‟analitza la quantitat de cèl·lules que s‟han adherit i si s‟han 
expandit, tenyint els filaments d‟actina, les adhesions focals i el nucli de les 
cèl·lules per tal que al microscopi confocal de fluorescència es pugui 
Andrea Parellada Frouchtman____________________________________________________________ 
-36- 
 
observar si l‟adhesió cel·lular ha sigut efectiva i quantes cèl·lules s‟han 
adherit durant les 4h d‟incubació. 
Les mostres de titani estan guardades amb PBS a 4ºC, després de l‟assaig 
d‟adhesió cel·lular. Si ha passat més de dos dies, abans de fer l‟anàlisi 
immunohistoquímic s‟han de tornar a fixar amb PFA . 
 S‟afegeix una concentració petita de triton i com a detergent que és, 
crearà porus a la membrana cel·lular, els suficients perquè puguin 
entrar els anticossos però sense que la cèl·lula exploti.  
El triton té una part hidrofílica i una hidrofòbica, igual que la membrana 
cel·lular la qual està formada per fosfolípids. La part hidrofílica del triton 
s‟uneix amb la hidrofílica dels fosfolípids fent que la part hidrofòbica del 
triton entri cap a dins creant porus a la membrana cel·lular, per on entraran 
els anticossos i les molècules fluorescents.  
 
Figura 35. Efecte triton sobre membrana cel·lular.  
La tinció es dóna gràcies a anticossos el quals estan formats per 
aminoàcids, una part són generals és a dir, són constants per l‟espècie 
(ratolí en aquest cas) i altres específics, variables, per un tipus d‟antigen A. 
Quan al nostre cos hi ha presència de l‟antigen A l‟anticòs té la funció de 
marcar-lo per tal que sigui reconegut i pugui ser destruït. 
L‟anticòs primari ratolí anti-vinculina s‟uneix a la vinculina, proteïna que 
s‟activa i crear les adhesions focals, i aquest anticòs se li uneix l‟anticòs 
secundari anti-ratolí, amb una molècula fluorescent Alexa 488. És l‟anticòs 
secundari qui porta la molècula ja que és molt més senzill posar-la a un 
anticòs general anti-ratolí, que no a tots els anticossos específics per tot 
tipus d‟antigen. 
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La fal·loïdina és una toxina que paralitza els filaments d‟actina unint-se a 
ella i a l‟estar marcada amb la molècula rodamina els tenyeix de color 
vermell. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El DAPI és una molècula fluorescent que marca el nucli. 
 El primer pas després d‟haver deixar els discs de titani en triton i 
haver fet 3 rentats de 5‟ amb PBS amb glicerina, és afegir l‟anticòs 
ratolí anti-vinculina per tal de que marquin les adhesions focals.  
 A partir del segon pas, tot haurà de ser tapat amb paper de plata 
perquè no doni la llum a les mostres. En aquest pas es tenyeixen les 
adhesions focals de color VERD, afegint l‟anticòs secundari anti-ratolí 
que ve marcat amb la molècula fluorescent Alexa 488 i també es 
tenyeixen els filaments d‟actina de color VERMELL afegint fal·loïdina-
Rodamina durant 1h.  
 Al cap de l‟hora es fan els 3 rentats amb PBS+Glicina. 
 Per últim es tenyeixen els nuclis de color BLAU afegint 2‟ la molècula 
fluorescent DAPI.  
 Es fan els 3 el rentats amb PBS+Glicina. 
 Es col·loquen 3 mostres en portaobjectes recobertes amb mowiol per 
protegir-les de l‟ambient i amb cobres de 12mm de diàmetre. 
 Es guarden embolicades amb paper de plata a la nevera a 4ºC. 
 
 
 
VINCULINA 
Adhesions focals 
ACTINA 
Filaments 
 
anticòs primari 
mouse anti-
vinculina 
Fal·loïdina 
 
 
Rodamina 
anticòs 
secundari 
anti-mouse Alexa 488 
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2.5.3. Microscopi confocal de fluorescència 
El microscopi utilitzat és el Nikon 600 : 
 
Figura 36. Microscopi confocal de fluorescència Nikon 600. 
I per tal d‟analitzar les imatges: 
 S‟encén el microscopi i la làmpada si fa més de 20‟ que ha estat 
utilitzada. 
 A 4 augments farem 5 fotos/mostra dels nuclis. 
 A 10 augments farem foto dels nuclis, filaments d‟actina i de les 
adhesions focals de la mateixa zona de la mostra, a 4 zones 
diferents. 
Les imatges són processades posteriorment amb el programa imageJ on 
obtenim: 
 Número de cèl·lules/mm². 
 Mitja de l‟àrea en μm² d‟una cèl·lula per veure si s‟ha expandit o no. 
 % de les cèl·lules on s‟aprecien els microfilaments d‟actina respecte 
el nombre de cèl·lules totals que s‟han adherit a la superfície del 
titani.  
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CAPÍTOL 3: RESULTATS I 
DISCUSSIÓ 
3.1. Caracterització de les modificacions 
fisicoquímiques          
En aquest apartat es mostren les variacions en la rugositat i la hidrofilicitat 
segons si es tenen els discs de titani no polits, polits, tractats amb àcid 
nítric o amb plasma. Aquestes propietats es mesuren amb l‟interferòmetre i 
amb l‟angle de contacte i l‟energia superficial respectivament. 
3.1.1. Rugositat 
Es mesura la rugositat de les mostres no polides (NP), polides, tractades 
amb àcid nítric (HNO₃) i amb plasma. 
 
Figura 37. Gràfic rugositat mostres modificades física i químicament.  
No Polides Polides HNO₃ Plasma
Rugositat 469,5 26,0 21,9 22,0
0,0
100,0
200,0
300,0
400,0
500,0
600,0
[
n
m
]
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La mostres sense polir tenen una rugositat molt elevada en comparació amb 
les que sí han estat modificades físicament, però estar tractades o no 
químicament no té un efecte significatiu en la rugositat. 
A part de la disminució de la rugositat, s‟ha de destacar la disminució de la 
desviació estàndard als resultats on les mostres han estat polides. Les 
mostres sense polir tenen una desviació molt major, el que significa que hi 
ha una gran variació entre les seves superfícies. Al tenir-les polides totes 
per iguals, s‟aconsegueix tenir una rugositat característica i així poder fer un 
anàlisis òptim dels resultats, ja que es basen en la comparació dels 
comportaments que es donen a sobre d‟aquestes. 
Per tal de concloure aquest apartat, es compraran les imatges obtingudes a 
l‟interferòmetre. 
 
Figura 38. Rugositat mostra No Polida. Ra=372,72nm 
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Figura 39. Rugositat mostra Polida. Ra=26,04nm. 
 
 
Figura 40. Rugositat mostra tractada amb HNO₃. Ra=18,86nm 
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Figura 41. Rugositat mostra tractada amb Plasma. Ra=16,88nm. 
3.1.2. Hidrofilicitat 
 Angle de contacte 
Es mesura l‟angle de contacte que genera una gota d‟aigua i una de 
diiodometà a sobre la superfície dels discs de titani no polits, polits, tractats 
amb àcid nítric o plasma: 
 
Figura 42. Angle de contacte mostres modificades física i químicament. 
No Polides 66,1 47,7
Polides 59,4 39,3
HNO₃ 52,0 30,9
Plasma 3,1 28,2
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
[º] 
   Aigua                                  Diiodometà 
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L‟angle de contacte que crea l‟aigua amb la superfície de titani disminueix 
un cop han estat polides les mostres, ja que la superfície és més llisa. Al ser 
tractades amb àcid nítric s‟eliminen possibles residus hidrofòbics de la 
superfície, fent que la gota d‟aigua s‟acobli més a la superfície que abans de 
ser tractada.  
Però la gran diferència es veu amb els discs que han estat tractats amb 
plasma, on l‟angle de contacte amb aigua és pràcticament impossible de 
mesurar, tendeix a zero, degut a la gran hidrofilicitat de la superfície (figura 
43). 
 
Figura 43. Captura gota d’aigua a l’entrar en contacte amb la superfície del 
Ti. A) No polida B) Polida C) Àcid nítric D) Plasma. 
L‟angle mesurat amb el diiodometà disminueix considerablement entre les 
mostres polides i no polides. En canvi, entre les mostres polides i les que 
han estat modificades les seves superfícies químicament gaire bé no hi ha 
diferència ja que el diiodometà és apolar i l‟augment de la hidrofilicitat no 
afecte a l‟angle de contacte que genera. Així que la diferència que s‟aprecia 
entre les mostres polides, tractades amb àcid nítric i plasma és deguda a 
com de neta està la superfície. 
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Figura 44. Captura gota de diiodometà a l’entrar en contacte amb la 
superfície del Ti. A) No polida B) Polida C) Àcid nítric D) Plasma. 
Per tant, el plasma és el mètode que genera una superfície més hidrofílica 
segurament degut a la formació de grups –OH a la superfície. 
 
 Energia superficial (ES) 
 
Figura 45. Energia superficial mostres tractades física i químicament. 
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L‟energia superficial està relacionada amb l‟angle de contacte, com menor 
sigui l‟angle de contacte major serà l‟energia superficial. L‟angle de contacte 
més baix es dona en les mostres tractades amb plasma, seguides de les 
tractades amb àcid nítric, polides i per últim les no polides i per tant, 
l‟energia superficial més elevada serà a les tractades amb plasma i la 
menor, a les mostres que no han sigut modificades químicament. 
La gran variació de l‟angle de contacte es donat amb l‟aigua amb les 
mostres tractades amb plasma.  
Així doncs, l‟augment significatiu de l‟energia superficial és degut a 
l‟augment de l‟energia polar (P) ja que a l‟activar la superfície de les 
mostres s‟augmenta la polaritat, la hidrofilicitat tal com s‟explica al punt 
2.4.2.  
Entre les mostres polides i tractades amb àcid nítric, la diferència d‟energia 
polar no és significativa, per tant la hidrofilicitat de la superfície és 
semblant. 
L‟energia dispersa (D) augmenta seguint el mateix ordre, però la variació de 
l‟angle de contacte amb diiodometà al ser petita, la de l‟energia dispersa 
també un tractament respecte l‟altre. 
3.1.3. Composició química 
S‟analitzen les mostres al microscopi electrònic d‟escombratge després de 
ser rentades i haver sigut tractades. Els resultats obtinguts de les 
composicions químiques són els següents:  
 Mostres no polides: 
 
Figura 46. Espectre de les mostres No Polides. 
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La composició química de la superfície de les mostres no estan 
contaminades ja que a l‟espectre només s‟aprecia Ti. El carboni que hi ha és 
conseqüència del mètode emprat per agafa les mesures. 
 Mostres polides: 
La mostra 1 va ser rentada seguint el protocol de ciclohexà, isopropanol, 
aigua destil·lada, etanol i acetona i la composició química de la superfície és 
la següent:
 
Figura 47. Espectre de les mostres Polides. 
La mostra 2 va ser rentada sense seguir el protocol, passant directament a 
l‟aigua destil·lada, etanol i acetona. En lloc de trobar-nos amb una 
superfície sense impureses, es troben partícules incrustades. 
 
Figura 48. Superfície mostra Polida 2. 
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L‟espectre 4 està sobre la superfície de titani sense partícules incrustades i 
la seva composició és la següent: 
 
Figura 49. Composició química de l’espectre 4 de la figura 48. 
Únicament està composada per titani. Però  a l‟analitza (spectrum 2) les 
partícules incrustades hi trobem els següents elements: 
 
Figura 50. Composició química de l’espectre 2 de la figura 48. 
Estan formades per sofres, calcis i magnesis. Poden ser restes de l‟aigua 
utilitzada aplicada durant el procés de polir. Per això el protocol que s‟ha 
seguit per rentar les mostres és utilitzant el ciclohexà i isopropanol per 
eliminar aquest tipus de brutícia. 
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 Mostres tractades amb àcid nítric 
 
Figura 51. Superfície mostra tractada superficialment amb àcid nítric. 
Es mira la composició de les taques que s‟observen a la superfície 
(spectrum 1): 
 
Figura 52. Composició química de l’espectre 1 de la figura 51. 
Es tracta de restes de silici i d‟alumini, degut al procés de polir. El silici 
prové dels panys ja que són de carbur de silici i l‟alumini de la solució 
d‟alúmina que s‟utilitza per arribar a l‟efecte mirall juntament amb els panys 
de vellut. Aquestes partícules també es trobaven a les superfícies polides. 
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 Mostres tractades amb plasma: 
 
Figura 53. Espectre de les mostres tractades amb Plasma. 
En aquestes mostres també s‟observa que a part del titani, hi ha partícules 
formades per silici, degut al procés de polir. 
Es pot concloure que els tractaments superficials aplicats als discs de titani 
(polir, HNO₃ i plasma) no comporten una modificació química d‟aquests. 
El que fa varià significativament la incrustació de certes partícules 
contaminants a la superfície, és la metodologia de rentat i el procés de 
polir. Els rentats, al llarg de tot el projecte, sempre s‟han fet amb ciclohexà 
i isopropanol per evitar tenir aquest tipus de partícules a la superfície.  
3.2. Caracterització recobriment amb pèptid 
RGD 
En aquest apartat es caracteritza la hidrofilicitat i l‟energia superficial de les 
mostres un cop modificades superficialment (polides, HNO₃ i plasma) i 
recobertes amb pèptid RGD per fisisorció o quimisorció (enllaçat 
covalentment).  
Per ser enllaçat covalentment es silanitzen les mostres modificades 
químicament amb HNO₃ i plasma. A les mostres polides (ctrl) no se‟ls hi 
aplica ja que la seva superfície no ha sigut activada i la silanització no seria 
efectiva.  
3.2.1. Silanització i unió covalent del pèptid 
El procés de quimisorció està format per tres parts principals, la unió de 
l‟APTES a la superfície del titani, la del cross linker (CL) a l‟APTES i per últim 
la del pèptid RGD. Cada part està caracteritzada mitjançant l‟angle de 
contacte i l‟energia superficial. 
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 Angle de contacte amb aigua 
 
Figura 54. Caracterització passos de la silanització amb angle de contacte 
de l’aigua. 
A l‟aplicar l‟APTES a la superfície del titani activat s‟observa un clar augment 
en l‟angle de contacte, el més significatiu en les mostres tractades amb 
plasma ja que els grups hidroxils que aporten hidrofilicitat a la superfície 
estan units a l‟APTES i a més, l‟angle augmenta ja que els silans tenen una 
estructura hidrofòbica.  
A l‟unir el cross linker a l‟APTES l‟angle de contacte disminueix tant a les 
mostres activades amb àcid nítric com amb plasma, fins a nivells 
pràcticament iguals i el mateix passa al unir el pèptid degut a que són més 
hidrofílics (polars) que l‟APTES.  
Es pot afirmar que hi ha una modificació de la superfície durant la 
silanització i sembla que el procés és més eficient amb el plasma. A l‟unir el 
cross linker la superfície es torna més polar i a l‟unir el pèptid encara 
augmenta més, degut a que són hidrofílics. El pèptid més que el CL. 
 
 
 
 
 
 
 
Controls 3,1 52,0 59,4
APTES 65,7 56,0
APTES+CL 50,1 50,6
APTES+CL+RGDovn 35,1 36,4
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
[º] 
Plasma                         HNO₃                       ctrl 
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 Angle de contacte amb diiodometà 
 
Figura 55. Caracterització passos de la silanització amb angle de contacte 
del diiodometà. 
L‟angle de contacte amb el diiodometà augmenta com més modificacions 
químiques fem a la superfície independentment de com hagi sigut tractada. 
 Energia superficial 
 
Figura 56. Caracterització passos de la silanització amb energia superficial. 
Controls 30,9 28,2 39,3
APTES 37,7 36,8
APTES+CL 38,6 37,8
APTES+ CL+
RGDovn
42,6 41,3
0,0
5,0
10,0
15,0
20,0
25,0
30,0
35,0
40,0
45,0
50,0
[º] 
Plasma                         Àcid nítric                      Ctrl 
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L‟energia superficial més alta s‟obté amb les mostres que han estat 
silanitzades i revestides amb pèptid. L‟augment de l‟energia superficial varia 
igual que la disminució de l‟angle de contacte pel mateix motiu que en la 
figura 45 que és degut a la hidrofilicitat del pèptid RGD. 
3.2.2. Revestiment pèptid RGD  
 Angle de contacte amb aigua 
 
Figura 57. Comparació metodologia revestiment pèptid RGD amb angle de 
contacte de l’aigua. 
En les mostres ctrl i tractades amb àcid nítric, hi ha una disminució de 
l‟angle quan s‟uneix el pèptid per fisisorció ja que augmenta la hidrofilicitat 
de la superfície indicant que hi ha hagut una unió del pèptid. En canvi amb 
el plasma, l‟angle es manté gaire bé immesurable. Aquest fet pot ser degut 
a què la superfície al ser modificada químicament amb el plasma, s‟ha 
tornat tan hidrofílica que el pèptid no aconsegueix unir-se a la superfície i 
per tant la fisisorció no és efectiva. 
L‟angle amb les mostres silanitzades és major respecte la fisisorció i els 
controls. 
 
 
 
Controls 59,4 52,0 3,1
Fisisorció 24,6 24,5 0,2
Unió covalent 38,3 37,8
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
[º] 
Ctrl                    Àcid nítric                Plasma                           
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 Angle de contacte amb diiodometà 
 
Figura 58. Comparació metodologia revestiment pèptid RGD amb angle de 
contacte del diiodometà. 
S‟observa que la variació de l‟angle de contacte amb el diiodometà 
augmenta com més variacions fem a la superfície. 
 Energia superficial 
 
Figura 59. Comparació metodologia revestiment pèptid RGD amb energia 
superficial. 
Controls 39,3 30,9 28,2
Fisisorció 32,5 31,7 34,5
Unió covalent 36,8 36,4
0,0
5,0
10,0
15,0
20,0
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40,0
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Ctrl                Àcid nítric             Plasma 
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La major energia superficial es troba a les mostres tractades amb plasma 
sense pèptid unit a la superfície degut a la gran modificació química que rep 
la seva superfície. A l‟adsorbir el pèptid l‟energia superficial es manté molt 
elevada com a conseqüència d‟una possible no-unió. Amb el procés de 
quimisorció l‟energia superficial disminueix, ja que la silanització sí que ha 
sigut efectiva per tant es redueix la hidrofilicitat de la seva superfície. 
S‟aprecia gràcies a la disminució de l‟energia polar.  
Les mostres polides i tractades amb àcid nítric i amb el lligant unit, tenen 
una energia superficial elevada i gaire bé igual. Això és degut a que el 
pèptid és més hidrofílic augmentant la hidrofilicitat de la superfície del 
titani. 
3.3. Estabilitat pèptid RGD 
Després d‟haver funcionalitzat les mostres amb pèptid (fisisorció o unides 
covalentment) les mostres de titani són subjectes a un tractament 
d‟estabilitat basat en sonicació en aigua durant 30‟ i 60‟ per veure com de 
resistent és la unió a la superfície del titani. La unió per fisisorció ha de ser 
més dèbil que la quimisorció ja que s‟uneixen per forces dèbils i per enllaç 
covalent respectivament [15]. 
 
Figura 6011. Comparació estabilitat RGD amb angle de contacte de l’aigua. 
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Pel que fa a la fisisorció, les mostres ctrl i tractades amb HNO₃ no han resistit 
la sonicació. Passada l‟hora l‟angle de contacte amb l‟aigua torna a ser l‟inicial, 
indicant que tot el pèptid fisisorbit no ha estat capaç de mantenir una unió 
estable durant el tractament d‟estabilitat.  
Les mostres tractades amb plasma no mostren una variació en l‟angle de 
contacte amb l‟aigua quan s‟uneix el pèptid, degut a la gran hidrofilicitat que 
aporta a la superfície per això la variació que s‟observa durant l‟estudi 
d‟estabilitat de l‟angle és insignificant, perquè no es perd pèptid. Se suposa 
que aquesta petita variació és deguda a la disminució de grups hidroxils 
disponibles a la superfície. 
A les mostres silanitzades, s‟observa que la unió no ha resistit al tractament 
d‟estabilitat. Atès que la silanització és un mètode que s‟ha descrit a la 
literatura per proporcionar una unió estable del pèptid amb la superfície, els 
nostres estudis no ho han pogut corroborar. Necessitaríem repetir aquests 
experiments i fer altres estudis d‟estabilitat per poder explicar aquests 
resultats experimentals. 
3.4. Caracterització biològica 
En aquest capítol s‟estudia l‟efecte dels tractaments superficials en l‟adhesió 
de cèl·lules òssies SAOS-2 mitjançant anàlisis immunohistoquímics on 
extraiem els resultats al microscopi confocal de fluorescència. Les mesures 
que s‟obtenen són el nº de cèl·lules per mm² i la mitja de l‟àrea de les 
cèl·lules en μ m² que s‟han adherit a la superfície per així poder analitzar 
quin tractament és el més eficient. 
3.4.1. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD fisisorbit 
Al primer assaig no es va poder realitzar sobre mostres de titani activades 
amb plasma ja que l‟equip estava espatllat. Així que les mostres utilitzades 
a l‟assaig són: 
 3 ctrl  
 3 ctrl RGD 
 3 HNO₃ 
 3 HNO₃ RGD 
S‟analitza el número de cèl·lules adherides per mm². 
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Figura 61. Número cèl·lules adherides /mm². 
La presència de pèptid millora l‟adhesió cel·lular tan a les mostres ctrl com a 
les tractades amb àcid nítric, el número de cèl·lules adherides augmenta a 
l‟estar revestides amb pèptid respecte a les que no. 
 
Figura 62. Mitja àrea cèl·lules [μm²]. 
S‟observa una gran variació de l‟àrea respecte les mostres que han estat 
revestides amb pèptid RGD en comparació amb les que no, el que indica 
que el pèptid RGD  estimula una adhesió efectiva. Aquest fet es pot 
comprovar també amb els % de les cèl·lules que s‟han adherit i expandir als 
discs de titani, en funció del tractament que han rebut: 
Ti ctrl 3
Ti ctrl RGD 14
Ti HNO3 4
Ti HNO3 RGD 16
0
5
10
15
20
25
nº cèl·lules / mm² 
ctrl 343
ctrl RGD 1017
HNO3 236
HNO3 RGD 578
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
[μm²] 
Funcionalització de titani amb biomolècules adhesives per millorar la osteointegració en implants ossis_ 
-57- 
 
Taula 10. Percentatge cèl·lules expandides/mostra. 
TIPUS MOSTRA % CÈL·LULES ON S’OBSERVEN 
MICROFILAMENTS D’ACTINA 
ctrl 24-33 % 
 ctrl RGD 84,4-96,6 % 
HNO₃ 11,1-22,2 % 
HNO₃ RGD 49,5-90,5 % 
 
Es corrobora que les mostres revestides amb el lligant tenen un percentatge 
més alt  de cèl·lules expandides sobre d‟elles.  
Es realitza un segon assaig amb les mostres tractades superficialment i 
revestides amb pèptid RGD on s‟analitzen les següent mostres incloent-hi 
les modificades amb plasma: 
 3 ctrl 
 3 ctrl RGD 
 3 HNO₃ 
 3 HNO₃ RGD 
 3 Plasma 
 3 Plasma RGD 
S‟analitza el número de cèl·lules adherides per mm². 
 
Figura 63. Número cèl·lules adherides /mm². 
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Aquest assaig corrobora els resultat de l‟assaig anterior. Tan les mostres ctrl 
com les tractades amb àcid nítric augmenta el número de cèl·lules 
adherides al ser revestides amb pèptid. 
Al cas del plasma amb pèptid fisisorbit, no millora l‟adhesió cel·lular. Pot ser 
degut a la no-unió del pèptid a la superfície per causa de la hidrofilicitat, tal 
com es veu a l‟apartat 3.2.2. on l‟angle de contacte amb l‟aigua es manté 
tendint a zero tant amb pèptid fisisorbit com sense (figura 57). 
Les mostres que no han estat recobertes amb el lligant el major número 
d‟adhesions es troben a les mostres tractades amb plasma seguides de les 
que ho han estat amb àcid nítric. 
 
Figura 64. Mitja àrea cèl·lules [μm²]. 
Excepte al plasma, les superfície recobertes amb el lligant afavoreixen 
l‟adhesió cel·lular i la seva expansió de les cèl·lules a sobre de la superfície. 
També es pot apreciar en funció del percentatge de les cèl·lules que tenen 
microfilaments d‟actina (expandides): 
Taula 11. Percentatge cèl·lules expandides/mostra. 
TIPUS MOSTRA % CÈLULES ON S’OBSERVEN MICROFILAMENTS 
D’ACTINA 
ctrl 0-16 % 
ctrl RGD 40-92 % 
HNO₃ 0-36 % 
HNO₃ RGD 64-100 % 
Plasma 6-32 % 
Plasma RGD 50-86 % 
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Clarament les superfícies revestides amb pèptid RGD  afavoreixen 
l‟expansió i el tractament que més les estimula són les mostres modificades 
químicament amb àcid nítric estant revestides amb pèptid RGD. 
3.4.2. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD unit covalentment 
El tercer assaig es fa amb les mostres on el pèptid és enllaçat covalentment 
per tal de comparar-lo amb els controls. Per corroborà els resultats 
obtinguts amb les mostres tractades amb plasma, en aquest assaig també 
s‟analitza com afecta el pèptid adsorbit sobre el titani tractat amb plasma.  
Les mostres usades a l‟assaig són: 
 3 ctrl 
 3 ctrl APTES + CL + RGD 
 3 HNO₃ 
 3 HNO₃ + APTES + CL + RGD 
 3 Plasma 
 3 Plasma + APTES + CL + RGD 
 3 Plasma + RGD 
 
 
Figura 65. Número cèl·lules adherides /mm². 
En aquest assaig les mostres ctrl i les tractades amb àcid nítric que han 
estat silanitzades i revestides amb pèptid han donat millors resultats que les 
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mostres sense el pèptid. La presència del lligant a la superfície estimula 
l‟adhesió cel·lular. 
El tractament amb millors resultats és el de l‟àcid nítric ja que s‟observa una 
major adhesió dels osteoblasts.  
En canvi per les mostres tractades amb plasma tant la fisisorció com la unió 
covalent del pèptid comporta una millora en l‟adhesió cel·lular. 
 
Figura 66. Mitja àrea cèl·lules [μm²]. 
En quant a la mitja d‟àrea major, el millor tractament segueix sent l‟aplicat 
a les mostres modificades químicament amb àcid nítric i revestides amb 
pèptid RGD. 
Les mostres ctrl a l‟estar revestides amb pèptid enllaçat covalentment 
també estimulen l‟expansió de les cèl·lules sobre la superfície. 
Pel que fa a les mostres tractades amb plasma, les que han estat 
silanitzades tenen un nombre menor de cèl·lules adherides respecte les que 
tenen el pèptid unit per fisisorció, però les que si han adherit, s‟han 
expandit més, per tant el resultat és més efectiu.  
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Taula 12. Percentatge cèl·lules expandides/mostra. 
TIPUS MOSTRA % CÈLULES ON S‟OBSERVEN 
MICROFILAMENTS D‟ACTINA 
ctrl 0-17% 
ctrl + APTES + CL + RGD 32-55 % 
HNO₃ 0-14 % 
HNO₃ + APTES + CL + RGD 60 - 89 % 
Plasma 5-22 % 
Plasmas + APTES + CL + RGD 17-78 % 
Plasma RGD 13-60% 
Els resultats del gràfic de l‟àrea mitja de les cèl·lules sobre la superfície dels 
discs de titani es corrobora amb els percentatges de les cèl·lules en que 
s‟han expandit ja que s‟aprecien microfilaments d‟actina a la seva 
estructura. 
3.4.3. Adhesió cel·lular amb pèptid RGD unit covalentment i 
fisisorbit 
Es fa un últim assaig incloent totes les modificacions superficials per tal de 
comparar la reproductibilitat dels resultats. 
 3 ctrl 
 3 ctrl + RGD 
 3 HNO₃  
 3 HNO₃ + RGD 
 3 HNO₃ + APTES + CL + RGD 
 3 Plasma 
 3 Plasma + RGD 
 3 Plasma + APTES + CL + RGD 
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Figura 67. Número cèl·lules adherides /mm². 
En aquest assaig les mostres ctrl i tractades amb àcid nítric i revestides 
amb pèptid per fisisorció són les que tenen un major nombre d‟osteoblasts 
adherits.  
Les mostres tractades amb àcid nítric són les que tenen una major adhesió 
tant en els controls com en les silanitzades. 
En quant a les modificades superficialment amb plasma no hi ha millora 
significant al revestir la superfície amb pèptid ni per fisisorció ni enllaçat 
covalentment, ja que s‟aprecia una desviació molt gran al control del 
plasma. 
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Figura 68. Mitja àrea cèl·lules [μm²]. 
En quant a l‟àrea mitja de les cèl·lules que hi ha adherides a la superfície, 
les d‟àcid nítric revestides amb el lligant, tenen la major àrea, seguides de 
les ctrl revestides i aquestes de les del Plasma revestides. 
Tant a l‟àcid nítric com al plasma, l‟àrea és major en les silanitzades 
respecte als controls. També ho era el nombre de cèl·lules adherides. 
Taula 13. Percentatge cèl·lules expandides/mostra. 
TIPUS MOSTRA 
% CÈLULES ON S’OBSERVEN 
MICROFILAMENTS D’ACTINA 
Ctrl 0-38 % 
Ctrl + RGD 46-84 % 
HNO₃ 18-47% 
HNO₃ + RGD 56-100 % 
HNO₃ + APTES + CL + RGD 25-100 % 
Plasma 5-27 % 
Plasma + RGD 27-76 % 
Plasma + APTES + CL + RGD 8-43 % 
 
Es torna a corroborà amb la taula dels % de cèl·lules expandides. Coincideix 
que el tipus de mostra que té el % de cèl·lules més expandides són les que 
els osteoblasts adherits a les seves superfícies tenen una major àrea. 
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En les següents imatges extretes al microscopi confocal de fluorescència a 
10 augments on es mostren les cèl·lules adherides segons el tractament 
obtingut. L‟escala és de 200μm. 
 
Figura 69. Ctrl. 
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Figura 70. Ctrl + RGD. 
 
Figura 71. HNO₃. 
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Figura 72. HNO₃ + RGD 
 
Figura 73. HNO₃ + APTES + CL + RGD. 
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Figura 74. Plasma. 
 
Figura 75. Plasma + RGD. 
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Figura 76. Plasma + APTES + CL + RGD. 
 
Per concloure, el resultats obtinguts analitzant tots els assaigs són els 
següents: 
 En les mostres ctrl i tractades amb HNO₃ la fisisorció del pèptid 
millora l‟adhesió cel·lular i la seva expansió a la superfície. 
 En les mostres ctrl i tractades amb HNO₃ la unió covalent del pèptid 
millora l‟adhesió cel·lular i la seva expansió a la superfície. 
 En les mostres ctrl i tractades amb HNO₃ la fisisorció del pèptid és 
més efectiva per augmentar l‟adhesió cel·lular i la seva expansió a la 
superfície. 
 Les mostres tractades amb plasma, el revestiment de la superfície 
amb pèptid no és efectiu per l‟adhesió cel·lular. Però la unió covalent 
del pèptid fa que les cèl·lules que s‟uneixen s‟acoblin més a la 
superfície.  
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CAPÍTOL 4: IMPACTE 
AMBIENTAL 
Durant tot el projecte s‟ha intentat actuar d‟una manera amiga amb el medi 
ambient intentant minimitzar al màxim l‟ús de productes, paper, etc. 
4.1. Gestió de residus 
Actualment la legislació espanyola obliga a gestionar els residus d‟una 
manera eficaç per tal d‟evitar abocar-los per les clavegueres. Tant al 
laboratori de biomaterials de l‟Escola Tècnica Superior d‟Enginyeria 
Industrial de Barcelona com a l‟IBEC (institut de Bioenginyeria de 
Catalunya) de l‟edifici Hèlix del Parc Científic de Barcelona s‟ha seguit un 
protocol de gestió de residus. 
4.1.1. Laboratori Biomaterials  
Segons el tipus de residu anirà a un envàs amb una capacitat i 
identificació determinada. 
 Els productes utilitzats pels rentats són emmagatzemats en un envàs 
PP de 10L identificat amb el nom de “Compostos no halogenats” i la 
data del primer dia que és utilitzat. 
 L‟àcid nítric utilitzat per activar les mostres son emmagatzemats en 
un envàs PP de 5L identificat amb el nom de “àcid nítric” i amb la 
data del primer dia que és utilitzat. A més, està guardat sota clau a 
un armari especial per reactius tòxics. 
Un cop plens l‟empresa ECOCAT recull els residus cada 6 mesos i és 
l‟encarregada de gestionar residus perillosos a nivell nacional al igual que el 
seu posterior tractament. 
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 Els residus sòlids que es generen al no estar en contacte amb 
reactius tòxics es llencen a les escombraries normals, reciclant. 
4.1.2. Laboratori IBEC 
Els residus generats a l‟IBEC es distribueixen de la següent manera: 
 Els productes utilitzats als assaigs fets a l‟IBEC tots han sigut 
emmagatzemats a un envàs PP de 5L identificat amb el nom de 
“Compostos no halogenats ” i amb la data d‟inici de l‟envàs. 
 Els residus sòlids que han estat en contacte amb reactius tòxics o 
biològics, van al contenidor blau específic amb tapa. 
 Els residus tòxics que no han estat en contacte amb reactius tòxics o 
biològics es llencen a les escombraries convencionals. 
La recollida dels residus la realitza el personal del Parc Científic de forma 
periòdica, un dia a la setmana, retirant els contenidors plens i substituint-
los per buits. 
 
4.2. Contaminació associada als materials 
empleats 
4.2.1. Preparació de mostres 
Durant el procés de polir les mostres, el titani és desgastat i aquests residus 
són emportats per l‟aigua i per tant contaminant-la. La quantitat de titani 
que es desprèn és mínim ja que només es redueix el gruix de les mostres 
poques micres. 
Al final del procés de polir s‟utilitza la dissolució d‟alúmina que també es 
emportada per l‟aigua contaminant; però aquesta està molt reduïda i a més, 
torna a ser-ho per l‟aigua de la polidora. 
4.2.2. Equips utilitzats 
Hi ha hagut un consum important d‟aigua durant el procés de polir i també 
d‟electricitat als equips utilitzats. En tot moment s‟ha intentat que aquest 
fos el més baix possible. 
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CAPÍTOL 5: 
CONCLUSIONS 
-Un cop analitzats els resultats, es pot concloure que el recobriment de la 
superfície de titani amb pèptid RGD, millora l‟adhesió cel·lular sobre 
mostres de titani sense haver estat modificades químicament (ctrl), i 
tractades amb àcid nítric.  
-Dels dos mètodes estudiats per unir el pèptid RGD a la superfície del titani, 
sembla que el més eficient és la fisisorció ja que dóna una millor resposta 
cel·lular i aquesta metodologia és més barata i senzilla en comparació amb 
la unió per enllaç covalent.  
La desavantatge que té la unió per fisisorció del pèptid, és que proporciona 
una unió dèbil. Tot i així en aquest projecte no s‟ha pogut demostra que la 
unió covalent sigui més estable i resistent que la fisisorció. 
-Les modificacions fisicoquímiques superficials del titani que generen una 
millor adhesió cel·lular i per tant, afavoririen l‟osseointegració, és dóna en 
les mostres tractades amb àcid nítric i revestides amb pèptid RGD fisisorbit. 
En quant a la hidrofilicitat, el plasma és el tractament que genera una 
superfície més polar. 
-Les modificacions químiques que s‟apliquen a la superfície (àcid nítric i 
plasma) varien les propietats fisicoquímiques de la superfície però no la 
rugositat ni la composició química. 
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PRESSUPOST 
En aquest annex s‟agrupen els costs de dur a terme el projecte, considerant 
el personal, equips i productes utilitzats durant tots els assaigs i 
procediments. S‟ha de tenir en compte que: 
 Es considera que el preu del personal es tracta d‟enginyer junior 
cobrant 20€/h. 
 Els rentats de les mostres engloba els rentats de tots els tractaments 
realitzats. 
Taula 14. Cost matèria prima 
 Quantitat  Preu  Cost 
Titani c.p. diàmetre10mm 350mm 300€/3030mm 34,65€ 
 
Taula 15. Cost preparació procés de polir. 
 Quantitat  Preu  Cost 
Panys de carbur de silici 
305mm diàmetre 
   
P600 8u 16,80€/u. 134,40€ 
P800 9u 20,25€/u. 182,25€ 
P1200 22u 20,25€/u. 445,40€ 
P2500 23u 20,25€/u. 465,75€ 
Pany de vellut 3u 37,82€/u. 113,46€ 
Alúmina 1/4pot 60€/pot 15€ 
Polidora automàtica 
Buehler 
35h 30€/h 1050€ 
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Personal  35h 20€/h 700€ 
TOTAL   3106,26€ 
 
Taula 16. Cost rentats. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Ciclohexà 0,20L 37,21€/L 7,44€ 
Isopropanol 0,45L 23,29€/L 10,48€ 
Acetona 1,25L 16,65€/L 20,81€ 
Etanol 1L 25,5€/L 25,50€ 
Personal  8h 20€/h 160€ 
PBS 3 tabletes 136€/100tabletes 4,08€ 
TOTAL   228,31 
 
Taula 17. Cost tractaments superficials. 
 Quantitat  Preu  Cost 
Personal 15h 20€/h 300€ 
Plasma cleaning 
Diener 
2,25h  40€/h 90€ 
Personal 2,25h 20€/h 45€ 
TOTAL   435€ 
 
Taula 18. Cost interferometria. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Interferòmetre WYKO 6h 21,08€/h 126,48€ 
Personal  6h 20€/h 120€ 
Anàlisis resultats 1,5h 20€/h 30€ 
TOTAL   276,48 
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Taula 19. Cost angle de contacte. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Angle de contacte 35h 20€/h 700€ 
Personal 35h 20€/h 700€ 
Anàlisis resultats 12h 20€/h 240€ 
TOTAL   1640€ 
 
Taula 20. Cost SEM. 
 Quantitat  Preu  Cost  
SEM Zeiss 4h 100€/h 400€ 
Tècnic SEM 4h 100€/h 400€ 
Personal 4h 20€/h 80€ 
Anàlisis resultats 2h 20€/h 40€ 
TOTAL   920€ 
 
Taula 21. Cost silanització. 
 Quantitat  Preu  Cost  
APTES 22mL 58€/100mL 12,76€ 
Cross linker 250mg 87,40€/250mg 87,40€ 
Toluè 600mL 122€/2L 36,60€ 
DMF 500mL 68,30€/500mL 68,30€ 
Personal 27h 20€/h 540€ 
TOTAL   745,06€ 
 
Taula 22. Cost revestiment amb pèptid RGD. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Pèptid RGD   200€ 
TOTAL   200€ 
*Preu donat per l‟investigador Dr. Carles Mas en funció del que hem gastat. 
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Taula 23. Cost assaigs cel·lulars. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Medi McCoy 450mL 43,66€/L 19,65€ 
HEPES (1M) 0,01L 630€/L 6,30€ 
FBS 0,025L 550€/L 13,75€ 
Piruvat de Sodi 0,05mL 103€/L 5,15€ 
Penicil·lina 5mL 13,5€/mL 67,50€ 
L-glutamina 5mL 51,37€/100mL 2,57€ 
Tripsina 0,060L 35,5€/L 2,13€ 
BSA 0,95g 108,68€/50g 2,60€ 
Paraformaldehid 2,5mL 97,44€/10mL 24,36€ 
Sala de cultius 10 30,39€/h 303,90€ 
Personal 10 20€/h 200€ 
TOTAL   647,91€ 
 
Taula 24. Cost anàlisis immunohistoquímic. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Glicina 1g 38,19€/50g 0,76€ 
Triton 2mL 97€/10mL 19,40€ 
Anticòs primari 81μL 101€/2mL 4,10€ 
Alexa 488 3,6μL 274,82€/100μL 9,89€ 
Rodamina – Fal·loïdina 3 495€/300dosis 4,95€ 
DAPI 25μL 19,4€/10μL 48,50€ 
Mowiol 10g 40,90€/100g 4,09€ 
Personal 26h 20€/h 520€ 
Microscopi fluorescència 
Nikon E600 
11h 60€/h 660€ 
Personal 11h 20€/h 220€ 
Anàlisis resultats 20h 20€/h 400€ 
    
TOTAL   1891,69€ 
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Taula 25. Cost d’altres materials. 
 Quantitat  Preu  Cost  
Material oficina   150€ 
Varis laboratori*   600€ 
Ús material laboratori**   1000€ 
Formació 20h 20€/h 400€ 
Recerca bibliogràfica 35h 20€/h 700€ 
Dedicació tutors 60h 90€/h 5400€ 
Elaboració memòria 200h 20€/h 4000€ 
TOTAL   12250€ 
*Guants, bosses de plàstic, multiplaques per guardar mostres, falcons, etc. 
** Microscopis òptics, incubador, etc. 
 
Taula 26. Cost total part experimental sense I.V.A. 
Concepte Cost Total  
Cost total associat a matèria prima 34,65€ 
Cost total associat a polir mostres 3106,26€ 
Cost total associat a rentats 228,31€ 
Cost total associat a tractaments superficials 435€ 
Cost total associat a interferòmetre 276,48€ 
Cost total associat a angle de contacte 1640€ 
Cost total associat a SEM 920€ 
Cost total associat a silanització 745,06€ 
Cost total associat a revestiment pèptid RGD 200€ 
Cost total associat a adhesió cel·lular  647,91€ 
Cost total associat a anàlisis immunohistoquímic 1891,69€ 
Cost total associat a altres materials 10000€ 
TOTAL 20090,71€ 
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Taula 27. Cost final del projecte amb I.V.A. 
Concepte Cost Total  
Cost total experimental 20090,71€ 
Despeses generals (10% del cost total 
experimental) 
2009,07€ 
Subtotal 22099,78€ 
21% I.V.A. 4640,95€ 
TOTAL I.V.A. INCLÒS 26740,73€ 
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ANNEX A: PROTOCOLS 
A.1. Assaig adhesió cel·lular 
50mL de medi de cultiu està format per: 
McCoy 5A → 42,5mL (85%):  Medi ric en sals inorgàniques, aminoàcids i 
vitamines necessàries per la supervivència de les cèl·lules. 
HEPES buffer solution 1M → 1mL (2%): Manté el pH fisiològic encara que 
varii el CO₂ 
Fetal Bovine Serum (FBS) (100%) → 5mL (10%): Plasma sense cèl·lules 
sanguínies ni fibronectina, el qual aporta les proteïnes varies que donen 
suport al creixement, proliferació i supervivència de les cèl·lules. 
Sodium Pyruvate → 500μL (1%): És la font d‟energia 
Penicilina/Streptomycin → 500μL: antibiòtic perquè no es morin les 
cèl·lules. 
L-glutamine → 500μL (1%): sintetitza les proteïnes, augmenta l‟ATP. 
 
1. Netejar la placa1 de mostres amb PBS x2 
2. Bloquejar les mostres de la placa1 amb BSA 1% en PBS i els pous de la 
palca2. Esperar 30‟-60‟ 
1. Aspirar medi de cultiu 
2. 2 rentats amb PBS per acabar d‟eliminar possibles cèl·lules mortes i 
restes de proteïnes del medi perquè la tripsina actuï correctament. 
3. S‟afegeix 2mL de tripsina prèviament escalfada a 37ºC al bany maria. 
4. Temps d‟espera= 2‟-5‟ per a que actuï la tripsina, desenganxant les 
cèl·lules del flascó. 
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5. S‟afegeixen 5mL de medi amb FBS ja que al ser ric en proteïnes pararà 
l‟activitat enzimàtica de la tripsina. Aquests 5mL es passen a un falcon de 
15 mL. 
6. Repetició pas 5 → al mateix falcon de 15mL 
7. Centrifugació del falcon de 15mL durant 5‟ a 300RCF amb la finalitat de 
que les cèl·lules precipitin 
8. S‟aspira el medi sobrant del falcon 
9. Afegir 4mL de medi sense FBS (enlloc de 5mL de FBS, te 5mL més de 
medi McCoy) →  dissolució1 
Ara comptem cèl·lules per veure quina concentració tenim 
10. Dissolució a un eppendorf, amb 10μL de la dissolució1 + 90μL de medi 
sense FBS. 
11. Pipetejar 10μL de l‟eppendorf i els col·locar a una cambra de Neubauer 
x2. 
12. Al microscopi, es comptem les cèl·lules dels 8 quadrats i obtenint una 
mitja. Es multiplica per 10000 i aquesta serà la concentració de cèl·lules 
que tindrà a la dissolució1. 
Es fan els càlculs corresponents per saber quina quantitat de dissolució1 es 
necessita per tal de tenir 25000 cèl·lules/mostra, tenint en compte el 
número de mostres que es tenen → dissolució2 
Es volen:  
         
   
 
     
     
 
          
  
 
Si es tenen 18pous es necessita:       
     
   
     
     
         
  
 
   
                        
 = la quantitat de dissolució 1 i la quantitat 
de medi sense FBS és troba restant 9mL – aquest valor. 
13. Passats els 30‟-60‟ del BSA, s‟aspira tant de la placa1 com de la placa2. 
14. 3 rentats amb PBS a les dues plaques. 
 
Per anàlisis immunohistoquímic: 
15. Es fiquen 500μL de dissolució2 a cada mostra i a l‟incubador durant 4h. 
16. Passades les 4h d‟incubació, s‟aspira medi. 
17. 3 rentats amb PBS 
18. 500μL de PFA durant 30‟ 
19. S‟aspira PFA 
20 3 rentats de PBS i l‟últim es deixa el PBS a les mostres  
21. Es guarda la placa tancada amb parafilm a la nevera a 4ºC 
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Per anàlisis a través de LDH: 
15. Es fiquen 500μL de dissolució2 a cada mostra i 500μL als pous amb la 
corba de calibratge i a l‟incubador durant 4h 
16. Passades les 4h d‟incubació, s‟aspira medi 
17. 3 rentats amb PBS 
18. 500μL de m-PER durant 30‟ 
19. S‟aspira m-PER 
20. Es guarda la placa tancada amb parafilm al congelador a -80ºC. 
A.2. Anàlisis immunohistoquímic 
Les mostres de titani estan guardades amb PBS a 4ºC, després de l‟assaig 
d‟adhesió cel·lular. Si ha passat més de dos dies, abans de fer l‟anàlisi 
immunohistoquímic s‟han de tornar a fixar amb PFA durant 20‟-30‟. 
Materials: 
PBS + Glicerina: 20mM Glicerina en PBS, Glicerina = 75,02g/mol 
Per 50mL → 0,05L * 20mmol/L * 75,07g/mol = 0,075g de Glicerina + 50mL 
PBS 
BSA 1% en PBS 
Tritó 0,05% 
Passos a seguir un cop fixades les cèl·lules: 
1. Netejar les mostres amb PBS + Glicina durant 5‟ x3 
2. Afegir 500μL/mostra de triton 0,05% en PBS durant 15‟-20‟ 
3. Rentats PBS + Glicina 5‟ x3 
4. Afegir 500μL/mostra de BSA 1% en PBS durant 30‟-60‟ 
5. Afegir 100μL/mostra anticòs primari (1:100) en BSA 1% en durant 60‟ 
6. Rentats PBS + Glicina 5‟ x3 
A partir del següent pas no pot tocar la llum al materials emprats per tant, 
els eppendorfs, falcons i la placa de les mostres les cobrim amb paper de 
plata. 
7. Afegim 100μL/mostra:   
Anticòs secundari  (1:2000) en tritó 0,05% durant 60‟ 
Fal·loïdina-rodamina (1:300) en tritó 0,05% durant 60‟ 
8. Rentats PBS + Glicina 5‟ x3 
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9. Afegir 500μL/mostra de DAPI (1:1000) en PBS + Glicina durant 2‟ 
10. Rentats PBS + Glicina 5‟ x3 
11. Ficar 3mostres/portaobjectes i enganxades amb cinta de doble cara 
12. Ficar goteta (40μL/mostra) de mowiol i cobrir amb cobreobjectes de 
12mm 
13. Cobrir els portaobjectes amb paper de plata 
14. Guardar les mostres a 4ºC protegides de la llum fins al dia en què 
s‟analitzaran al microscopi electrònic 
 
 
Andrea Parellada Frouchtman____________________________________________________________ 
-84- 
 
  
